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O grau de mobilização do organismo em resposta a um estímulo nocivo varia de acordo com a 
evolução do sistema nervoso presente no mesmo e tudo indica que as respostas apresentadas 
são espécie-especificas e variam de acordo com tipo de estímulo aplicado. Na busca de 
averiguar se as respostas ao teste da formalina são espécie-especificas e ampliar o 
conhecimento acerca da nocicepção dentro do filo dos vertebrados, o presente estudo avaliou 
as respostas nociceptivas comportamental e hormonal de indivíduos da espécie Oreochromis 
niloticus tratados com injeção subcutânea de salina ou formalina 3% na região posterior da 
nadadeira dorsal. Aqueles que receberam a injeção de formalina ficaram mais tempo com a 
nadadeira dorsal de raio mole (NDM) abaixada e sem movimentação em relação aos animais 
tratados com salina. Houve correlação entre essas duas variáveis e foi identificado um padrão 
de escurecimento daqueles que morreram em decorrência do estímulo nocivo. A velocidade e 
distância percorrida, o tempo de permanência na parte inferior do aquário, o cortisol 
plasmático, o escurecimento do corpo e dos olhos e o tempo em que a nadadeira dorsal de raio 
duro (NDD) ficou eriçada, não apresentaram diferença significativa entre os tratamentos. O 
teste da formalina ativou o sistema nociceptivo no O. niloticus e confirmou a hipótese de que 
as respostas apresentadas a esse teste são espécie-especificas. Além disso, a redução do uso 
do membro afetado (NDM), comportamento similar ao de mamíferos submetidos ao mesmo 
teste, indica que a sensação dolorosa pode estar presente nestes animais. 
 








A nocicepção compreende o processo de detecção de estímulos produtores de dor por 
neurônios sensoriais primários também conhecidos como nociceptores (Julius e Basbaum 
2001). Estes estímulos potencialmente lesivos aos tecidos são conduzidos ao Sistema Nervoso 
Central a partir da medula espinhal e processados em regiões sub-corticais, como o tronco 
encefálico e outras regiões que provocam respostas defensivas e recuperativas adequadas 
(para revisão ver Basbaum et al. 2009). As respostas defensivas podem ser observadas em 
uma ampla gama de grupos de animais, sendo que até mesmo os invertebrados apresentam 
reações a um estimulo nocivo, e o grau de mobilização do organismo em resposta a estes 
estímulos varia de acordo com a evolução do sistema nervoso (para revisão ver Smith e 
Lewin 2009). 
Alguns estudos demonstram que peixes possuem terminações nervosas livres que se 
assemelham aos nociceptores presentes nos mamíferos (Dunlop e Laming 2005; Roques et al. 
2010; Sneddon 2002, 2003b; Sneddon et al. 2003), vias de condução da informação para o 
encéfalo (Chandroo et al. 2004; Dunlop e Laming 2005) e respostas comportamentais e 
fisiológicas quando recebem estímulos potencialmente nocivos (Sneddon 2003a; Roques et al. 
2012; Reilly et al. 2008; Roques et al. 2010; Alves et al. 2013; Wolkers et al. 2013). Pelo 
menos um componente da via espinhal ascendente em peixes elasmobrânquios e teleósteos é 
comparável ao trato espino-talâmico dos mamíferos, mas nestes, ocorre somente a informação 
nociceptiva e nos peixes ocorre a veiculação da informação da sensibilidade somática de 
diferentes modalidades, incluindo a nocicepção (Hoffmann 2008). Estas evidências indicam 
que o processamento das informações nociceptivas, bem como as respostas desencadeadas 
por elas em peixes, possa guardar similaridades com o sistema nociceptivo mamífero. 
O conhecimento acerca da nocicepção em vertebrados basais como peixes ainda são 
incipientes e os testes utilizados para a avaliação da nocicepção são, em sua maioria, baseados 
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naqueles utilizados em mamíferos, em que geralmente, são utilizados estímulos nocivos 
mecânicos, como o uso de clips na cauda (Roques et al. 2010) e químicos, como a injeção 
subcutânea de ácido acético nos lábios (Sneddon 2003a; Sneddon et al 2003) e formalina na 
nadadeira (Alves et al. 2013; Ide e Hoffmann 2002; Wolkers et al. 2013, 2015a, b), sendo este 
especialmente interessante por ser uma metodologia bastante similar àquela aplicada em 
mamíferos (Dubuisson e Dennis 1977). O teste da formalina  foi adaptado por Ide e Hoffmann 
(2002) para o estudo da nocicepção em peixes e aplicado em outros estudos por Alves et al. 
(2013) e Wolkers et al. (2013, 2015a, b),  no entanto, a reposta nociceptiva comportamental, 
utilizando a injeção de formalina, foi estudada apenas na espécie Leporinus macrocefalus, 
sendo essencial a verificação da aplicabilidade do teste em outras espécies, visando averiguar 
se estas respostas comportamentais são espécie-especificas e ampliar o conhecimento acerca 
da nocicepção dentro do filo dos vertebrados. À vista disso, o objetivo deste trabalho foi 
avaliar a resposta nociceptiva comportamental e hormonal em peixes da espécie Oreochromis 
niloticus por meio da injeção subcutânea de formalina 3% na região posterior da nadadeira 
dorsal. 
 
2. Materiais e métodos 
2.1. Condições experimentais 
O estudo foi realizado no Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal da 
Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias da Universidade Estadual Paulista 
(FCAV/UNESP). Foram utilizados 20 juvenis de tilápia-do-Nilo de ambos os sexos, cedidos 
pelo Instituto de Biociências, Letras e Ciências Exatas (IBILCE) da Universidade Estadual 
Paulista. Os animais foram mantidos em caixas de 1000 L, com aeração e fluxo de água 
constantes (6,25 mL/s) e ciclo claro/escuro de 12h/12h, mantido por meio de temporizador. 
Antes do experimento, os animais foram distribuídos individualmente em aquários de 40 L, 
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com aeração constante, preenchidos com o mesmo nível de água, e vedados nas laterais e face 
posterior com papel manilha e isopor, respectivamente, permanecendo apenas a tampa e face 
anterior sem cobertura opaca. Os peixes passaram por três dias de aclimatação às condições 
experimentais e foram alimentados duas vezes ao dia, às 10 horas e 16 horas, exceto no dia do 
experimento. O experimento foi realizado no quarto dia, no período das 7 às 10 da manhã, 
para evitar alterações hormonais significativas desencadeadas pelo ritmo circadiano.  
 
2.2. Teste nociceptivo e filmagem comportamental 
Uma câmera foi posicionada em direção a face anterior do aquário e o peixe foi 
filmado por 10 minutos (linha de base, LB). Imediatamente após esse período, o animal foi 
retirado do aquário com auxílio de uma rede de nylon e recebeu uma injeção subcutânea de 20 
µl de solução salina ou formalina 3% na região posterior da nadadeira dorsal (salina, n=8; 
formalina, n=12). Após a aplicação, o animal foi devolvido ao aquário e filmado por 10 
minutos (pós-estímulo, PE). A injeção subcutânea de formalina 3% foi utilizada como 
estímulo nocivo, reproduzindo o teste nociceptivo da formalina desenvolvido em ratos 
(Dubuisson e Dennis 1977) e adaptados para estudos nociceptivos em peixes (Alves et al. 
2013; Ide e Hoffmann 2002). 
 
2.3. Análise hormonal 
Após a filmagem comportamental pós-estímulo, o peixe foi retirado do aquário e 
anestesiado por imersão em água contendo benzocaína (100 mg/L). Em seguida, teve seu 
sangue coletado por meio de punção do vaso caudal. O material coletado foi armazenado em 
microtubos graduados contendo 10 µl de heparina e centrifugado por 10 min a 1000 rpm. 
Após a centrifugação, o plasma foi separado e congelado à -4º C até a realização da análise 
hormonal por ensaio imunológico (kit DRG® Cortisol ELISA - EIA-1887). Após a coleta do 
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sangue, os animais foram pesados e medidos para biometria e, em seguida, devolvidos às 
caixas de manutenção (peixes que receberam injeção subcutânea de salina) ou sacrificados 
(peixes que receberam injeção subcutânea de formalina 3%), por meio de imersão em solução 
de benzocaína (100 mg/L). 
 
2.4. Análises comportamentais 
As imagens obtidas através da filmagem foram analisadas para avaliar a atividade 
locomotora, o posicionamento da nadadeira dorsal de raio duro (NDD) e da nadadeira dorsal 
de raio mole (NDM) e a movimentação da nadadeira dorsal de raio mole (NDM), antes e após 
a injeção subcutânea de formalina ou salina em cada peixe. Os dados são apresentados como a 
variação entre PE e LB (∆= PE-LB). 
A atividade locomotora (velocidade e distância percorrida) e o tempo em que o animal 
permaneceu na parte superior do aquário foram analisados por meio do software de 
monitoramento e quantificação do comportamento, o EthoVision XT 7.1 (Noldus Information 
Technology, Wageningen, Netherlands), de acordo com Wolkers et al. (2013). O 
posicionamento da nadadeira dorsal foi analisado medindo-se o tempo em que o animal 
permaneceu com a NDD eriçada e a NDM abaixada (Fig. 1c). O tempo em que a NDM 
realizava movimentos ondulatórios também foi cronometrado. Considerou-se que a NDD 
estava eriçada a partir do momento que a mesma saía do repouso (Fig. 1b), e as análises em 
cada porção da nadadeira (NDD e NDM) foram feitas separadamente. 
 
2.5. Análises da coloração da pele e dos olhos 
 A avaliação do escurecimento da pele e dos olhos também foi realizada a partir das 
filmagens e os dados são apresentados como a variação entre PE e LB (∆= PE-LB). O 
escurecimento da pele foi analisado por meio do software de processamento de imagens 
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projetado para imagens multidimensionais científicas, o ImageJ (National Institutes of Health, 
United States). Inicialmente foi realizada uma seleção da área corporal do animal com a 
ferramenta freehand selections e em seguida a área selecionada foi submetida à análise para 
obter uma medida em escala linear de preto e branco em que 0 equivale a preto e 255 a 
branco. O valor utilizado (mean) foi obtido selecionando a opção measure dentro do menu 
analyze. A análise do escurecimento da pele foi unilateral. 
A metodologia utilizada para a análise do escurecimento dos olhos foi adaptada de 
Volpato et al. (2003) e Freitas et al. (2014), sendo estimada a porcentagem da área escurecida 
da esclera dos olhos do peixe. A estimativa foi realizada de maneira unilateral, com base nas 
imagens captadas através dos vídeos do experimento utilizando a função print screen. As 
imagens foram coletadas entre os minutos 2 e 8 da LB e do PE, visando evitar o efeito 





Fig. 1 Desenho esquemático da posição da nadadeira dorsal do O. niloticus. (a) nadadeira dorsal de 
raio duro totalmente eriçada, (b) nadadeira dorsal de raio duro em repouso e nadadeira dorsal de raio 
mole levantada e (c) nadadeira dorsal de raio mole abaixada. 
 
2.6. Análise estatística 
Os dados foram submetidos à análise de normalidade (teste Kolmogorov–Smirnov, 
P>0,05) e homogeneidade de variâncias (teste de Levene, P>0,05) para determinação da 
utilização de testes paramétricos ou não paramétricos. Os dados de distância e velocidade 
percorrida, tempo de permanência na parte inferior do aquário, cortisol, escurecimento do 
corpo e tempo de permanência com a NDM abaixada apresentaram distribuição normal e 
homogeneidade de variâncias e foram submetidos ao teste-t (P<0,05). Os dados de tempo de 
permanência com a NDD eriçada, tempo de permanência com a NDM em movimento 
ondulatório e escurecimento do olho não apresentaram distribuição normal e foram 
submetidos ao teste de Mann-Whitney (P<0,05). Foi, ainda, realizada a análise de correlação 
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de Spearman entre o tempo de permanência com a NDM abaixada e a realização de 
movimento ondulatório e entre os níveis de cortisol e as variáveis comportamentais (P<0,05). 
Os resultados são apresentados como média ± erro padrão ou mediana/ 25% / 75% / máximo / 
mínimo. 
 
2.7. Nota ética 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de Animais do Departamento 
de Morfologia e Fisiologia Animal da Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias da 
Universidade Estadual Paulista (CEUA/FCAV/UNESP). 
 
3. Resultados 
Dos doze peixes submetidos à injeção subcutânea de formalina 3%, cinco (41%) 
morreram durante a filmagem de pós-estímulo, sendo seus dados excluídos das análises 
estatísticas. Nenhum dos peixes submetidos à injeção subcutânea de salina morreu durante o 
experimento. 
A velocidade e distância percorrida (t = 0,105, GL = 13; P = 0,918; Fig. 2a, b), o 
tempo de permanência na parte inferior do aquário (t = 0,825; GL = 13; P = 0,424; Fig. 3), o 
cortisol plasmático (t = -1,937; GL = 13, P = 0,075; Fig. 4), o escurecimento do corpo (t = 
0,500; GL = 13;  P = 0,625; Fig. 5) e dos olhos (U = 25,500; P = 0,779; Fig. 6) e o tempo em 
que a NDD ficou eriçada (U = 25,500; P = 0,779; Fig. 7), não apresentaram diferença 
significativa entre os animais tratados com injeção subcutânea de salina ou formalina. 
Em relação a posição e movimentação da NDM, houve diferença significativa entre os 
tratamentos (posição, t = -3,025; GL=13; P = 0,010; Fig. 8; movimentação, U = 49,000; P = 
0,014; Fig. 9). Os animais tratados com injeção subcutânea de formalina ficaram mais tempo 
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com NDM abaixada e sem movimentação em relação aos animais tratados com salina. Houve 




Fig. 2 Atividade locomotora do O. niloticus submetida a injeção de salina (n=8) ou formalina 3% 
(n=7). Os dados são apresentados como a diferença (Δ) entre a linha de base e o pós-estímulo. (a) 













































Fig. 3 Tempo em que o O. niloticus submetido a injeção de salina (n=8) ou formalina 3% (n=7) 
permaneceu na parte inferior do aquário. Os dados são apresentados como a diferença (Δ) entre a linha 
de base e o pós-estímulo.  
 
 
Fig. 4 Cortisol plasmático do O. niloticus submetido a injeção de salina (n=8) ou formalina 3% (n=7). 





















































Fig. 5 Escurecimento do corpo do O. niloticus submetidos a injeção de salina (n=8) ou formalina 3% 
(n=7). Os dados são apresentados como a diferença (Δ) entre a linha de base e o pós-estímulo. 
 
 
Fig. 6 Escurecimento dos olhos do O. niloticus submetidos a injeção de salina (n=8) ou formalina 3% 
(n=7). Os dados são apresentados como a diferença (Δ) entre a linha de base e o pós-estímulo. O ♦ 
































































Fig. 7 Tempo de permanência com a nadadeira dorsal de raio duro eriçada de O. niloticus submetidos 
a injeção de salina (n=8) ou formalina 3% (n=7). Os dados são apresentados como a diferença (Δ) 
entre a linha de base e o pós-estímulo. O ♦ indica a mediana.  
 
  
Fig. 8 Tempo de permanência com a nadadeira dorsal de raio mole abaixada de O. niloticus 
submetidos a injeção de salina (n=8) ou formalina 3% (n=7). Os dados são apresentados como a 
diferença (Δ) entre a linha de base e o pós-estímulo. O * indica diferença significativa (teste t, t = -







































Fig. 9 Tempo de permanência com a nadadeira dorsal de raio mole em movimento de O. niloticus 
submetidos a injeção de salina (n=8) ou formalina 3% (n=7). Os dados são apresentados como a 
diferença (Δ) entre a linha de base e o pós-estímulo. O * indica diferença significativa (teste Mann 
Whitney, U = 49,000; P = 0,014). O ♦ indica a mediana.  
 
Durante as análises comportamentais, foi observado que os peixes (n=5) que 
receberam injeção subcutânea de formalina e que morreram antes do final da filmagem pós-
estímulo apresentaram alteração no padrão de coloração nos momentos que precederam a 
morte, tendo sido observado cinco fases de padrão de coloração (Fig. 10), além disso, na 
última fase todos os animais que tiveram essa alteração apresentaram posicionamento da 
nadadeira dorsal semelhante ao apresentado na Fig. 11, sendo que, essa mudança inicia-se 
tempos antes da morte do animal (próximo à fase c).  O olho e as demais nadadeiras também 
apresentaram escurecimento progressivo após a injeção. Essas alterações não ocorreram em 
nenhum dos animais tratados com salina ou tratados com formalina e que não morreram 





















Fig. 10 Desenho esquemático do padrão de escurecimento da pele de O. niloticus que morreram 
durante os procedimentos experimentais após a injeção subcutânea de formalina 3% na região 
posterior da nadadeira dorsal. (a) inicio do escurecimento da pele na região dorsal próximo ao local da 
injeção; (b) início do escurecimento da pele na região opercular e superior ao opérculo e contínuo 
escurecimento da região dorsal; (c) início do escurecimento da pele na região caudal e contínuo 
escurecimento da região opercular e dorsal; (d) contínuo escurecimento da pele na região dorsal, 
opercular e caudal; (e) em alguns casos há o aparecimento de listras no meio do corpo ou (f) 




Fig. 11 Última fase do padrão de cores apresentado pelo O. niloticus que morreram durante o período 
experimental após a injeção subcutânea de formalina 3%. A seta indica a nadadeira dorsal e sua 





 Os resultados obtidos indicam que a injeção subcutânea de formalina 3% na região 
posterior da nadadeira dorsal causa um efeito local que pode ser observado através da 
diminuição de movimentos ondulatórios e posicionamento da NDM abaixada, corroborando a 
conclusão de Wolkers et al. (2013) de que as respostas comportamentais e fisiológicas ao 
estimulo nocivo são espécie-especificas. A resposta comportamental à injeção subcutânea de 
formalina, observada para a espécie O. niloticus no presente estudo difere daquela descrita 
para a espécie L. macrocephalus, submetidos ao mesmo tipo de estimulação nociva. Em L. 
macrocephalus foi observado o aumento significativo na velocidade e distância percorrida em 
resposta a injeção subcutânea de formalina quando comprada a injeção de salina (Alves et al. 
2013; Wolkers et al. 2013), além de apresentarem natação errática (Wolkers et al. 2013). O 
estudo de Ide e Hoffmann (2002) sobre a parada cardíaca reversível na O. niloticus mostra, 
ainda, que o estresse causado pela injeção subcutânea de formalina (2% e 3%) reduziu 
significativamente a magnitude da parada cardíaca reversível, além de promover imobilidade. 
No presente estudo, os animais que receberam a estimulação nociva por meio da injeção 
subcutânea de formalina não apresentaram alterações significativas no padrão de locomoção e 
não foi observado o comportamento de natação errática, embora tenha sido observada uma 
tendência à redução da locomoção. Estudos utilizando outras espécies de peixes e diferentes 
testes nociceptivos também demonstraram respostas diversas. Em Danio rerio, por exemplo, 
o tratamento com ácido acético a 10%, promoveu uma redução significativa em sua atividade 
(movimento) (Correia et al. 2011). Já em Oncorhynchus mykiss, a administração de 0,1 mL do 
mesmo ácido provocou comportamentos anômalos como fricção dos lábios no cascalho e 
contra os lados do tanque, e os animais demoram mais tempo para começar a ingerir alimento 
após o estimulo nocivo em relação aos controles (Sneddon 2003a). Em Oreochromis 
mossambicus, foi observado que os animais tiveram diminuição significativa na atividade de 
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natação por pelo menos 3 horas quando submetidos ao estímulo elétrico (Roques et al. 2012). 
Já no Gadus morhua foi observada uma redução no uso do abrigo, ficando mais tempo 
próximo ao fundo do aquário e apresentando um ligeiro atraso na recuperação dos batimentos 
operculares quando tratados com capsaicina 1% (Eckroth et al. 2014).  
No presente estudo, a injeção subcutânea de formalina na O. niloticus promoveu 
alterações no posicionamento e movimentação da NDM, uma região que constitui a porção 
final da nadadeira dorsal, localizada após uma região mais rígida (Geerlink e Videler 1974), a 
nadadeira dorsal apresenta a função de dar maior estabilidade ao corpo do peixe durante a 
natação (Lauder e Madden 2007). Alterações no padrão locomotor e posicionamento da 
nadadeira não foram observados em estudos que aplicaram o mesmo estimulo nocivo na 
espécie L. macrocephalus. É possível que a ausência desta resposta no L. macrocephalus 
esteja relacionada ao local de injeção, já que, nesta espécie, a injeção subcutânea de formalina 
foi aplicada na região da nadadeira adiposa, uma nadadeira de tamanho bastante reduzido e 
ausente em ciclídeos como a O. niloticus. A alteração no padrão de uso da nadadeira dorsal 
observado aqui pode estar relacionada a uma redução no uso de uma região afetada com o 
objetivo de evitar que a sensação de dor seja intensificada. De fato, em estudos realizados 
com ratos e gatos, a aplicação da injeção de formalina 5% em uma das patas dianteiras causa 
uma diminuição do uso do membro afetado, sendo caracterizada pela elevação da pata como 
uma resposta a dor (Dubuisson e Dennis 1977). Entretanto, mais estudos precisam ser 
realizados para elucidar essa similaridade e os mecanismos fisiológicos ativados em 
decorrência da injeção de formalina no O. niloticus. 
Em ciclídeos, a cor da pele está relacionada a comunicação social, competição, 
escolha do parceiro, forrageamento e predação (Maan e Sefc 2013). Além disso, os peixes 
podem apresentar padrões de cor que estão associados a diferentes tipos de comportamentos 
(Baerends e Baerends-Van Roon 1950; Baldaccini 1973; Hulscher-Emeis 1992; Lanzing e 
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Bower 1973; Potts 1974). Em nosso estudo foi identificado um padrão de escurecimento nos 
animais que morreram em decorrência da injeção subcutânea de formalina. O padrão de 
coloração observado se assemelha àquele descrito para juvenis de Tilapia mossambicus 
(Oreochromis mossambicus em nomenclatura atual) quando estas encontram-se excitadas, 
amedrontadas e assustadas (Lanzing e Bower 1973). As listras verticais que se destacam na 
fase final do padrão apresentado aqui, também aparece na Tilapia natalensis (Baerends e 
Baerends-Van Roon 1950) e Tilapia zillii (listras verticais do corpo juntamente com as da 
cabeça) (Hulscher-Emeis 1992) quando as mesmas estão sob potencial ameaça. No 
Crenilabrus melops, há o aparecimento de listras verticais de coloração castanha escura nos 
agressores em encontros agressivos intensos, situação semelhante é observada no 
comportamento de corte do macho, em peixes em situação de medo onde os mesmos não 
conseguem escapar (causada por ameaças de peixes dominantes) e quando são perturbados de 
alguma forma (Potts 1974). O aparecimento de listras pretas, também associadas ao estresse, 
foi descrito por Ide e Hoffmann (2002) em O. niloticus submetidas a injeção subcutânea de 
formalina 2 e 3%. Embora os níveis de cortisol, no presente estudo, não tenham apresentado 
aumento significativo nos animais submetidos à injeção subcutânea de formalina em relação 
aos tratados com salina, é importante ressaltar que os animais que morreram durante o 
experimento, que eram, possivelmente, aqueles mais responsivos ao estresse causado pelo 
estímulo nocivo, não puderam ter seu sangue amostrado, não sendo possível, portanto, avaliar 
seus níveis de cortisol. Entretanto, considerando que o padrão de escurecimento da pele 
apresentado por estes peixes está relacionado às situações de estresse extremo, este resultado 
sugere que os animais que receberam injeção subcutânea de formalina desenvolveram 
respostas fisiológicas associadas àquelas desencadeadas por, medo e predação, indicando que 
o estímulo nocivo ativou o comportamento defensivo da espécie. 
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Embora o padrão de coloração da pele tenha sido influenciado pela injeção subcutânea 
de formalina, especialmente naqueles animais que morreram durante o experimento, o 
estimulo nocivo não afetou significativamente o escurecimento da pele nos animais que não 
morreram devido à injeção. Segundo Leclercq et al. (2010), estas alterações no escurecimento 
da pele podem ser causadas por alterações fisiológicas, mais especificamente com a 
translocação (agregação/desagregação) de melanossomos dentro dos melanofóros. Embora o 
escurecimento da pele tem sido associado ao estresse em diversos estudos, as alterações no 
padrão de coloração observados no presente estudo não parecem estar diretamente associadas 
a resposta endócrina ao estresse, já que não foi observada uma correlação entre o 
escurecimento da pele e os níveis de cortisol plasmático. Em O. mykiss também não foi 
observado correlação entre os níveis de cortisol e o escurecimento da pele em peixes 
submetidos ao estresse social, entretanto os autores sugerem que o escurecimento da pele 
esteja relacionado ao aumento nos níveis de α-MSH induzido pela ativação do eixo HPI 
(Höglund et al. 2000). Já outros estudos mostram haver correlação positiva entre os níveis de 
cortisol e o escurecimento da pele em peixes subordinados submetidos ao estresse social 
agudo em O. niloticus (Templonuevo e Cruz 2016). Em estudo realizado com o O. mykiss e 
Salmo salar, peixes com maior responsividade ao estresse apresentam menos manchas de 
eumelalina, embora não tenha sido observada correlação significativa entre os níveis de 
cortisol e as manchas (Kittilsen et al. 2009). As larvas de Solea senegalensis que tinham a cor 
da pele mais escura apresentaram maior nível de cortisol quando submetidos a perturbação 
por agitação em relação a larvas com coloração mais clara (Ruane et al. 2005). Os peixes da 
espécie O. niloticus submetidos a níveis tóxicos de substâncias como o nitrito (Yanbo et al. 
2006), o extrato aquoso e etanólico de folhas de Ipomoea aquatica (Ayoola et al. 2011) e 
concentrações aumentadas de amônia (El-Shebly e Gad 2011) tiveram alterações 
comportamentais e escurecimento na pele, contudo, a taxa de escurecimento não foi medida e 
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não foi demostrado correlações com níveis de cortisol plasmático. Esses resultados indicam 
que o escurecimento da pele pode ou não estar diretamente associado à resposta fisiológica do 
estresse (aumento nos níveis de cortisol) e que isto pode variar entre espécies e até mesmo 
entre os estímulos estressores aplicados. 
Com relação ao escurecimento dos olhos, o presente estudo não demonstrou alteração 
significativa entre os animais submetidos ou não ao estímulo nocivo. Além disso, também não 
foi observada correlação entre os níveis de cortisol plasmático e o escurecimento dos olhos. 
Embora em algumas espécies de peixes, incluindo a O. niloticus, o escurecimento dos olhos 
venha sendo relacionada à situações de estrese social (Suter e Huntingford 2002; Volpato et 
al. 2003; Miyai et al. 2011) e não social (Freitas et al. 2014), estes estudos também não 
demonstraram haver correlação entre este parâmetro e a ativação do eixo HPI, sendo possível 




Os resultados do presente estudo mostram que o teste da formalina ativou o sistema 
nociceptivo no O. niloticus desencadeando respostas comportamentais associadas a proteção 
do tecido lesado e que indicam ativação do sistema de defesa da espécie. Além disso, a 
redução do uso da NDM em decorrência da injeção subcutânea de formalina, comportamento 
similar ao de mamíferos submetidos ao mesmo estimulo, indica que a sensação dolorosa pode 
estar presente nestes animais. Os resultados também confirmam a hipótese de que as respostas 
apresentadas a esse teste são espécie-especificas e corroboram o conhecimento acerca da 
nocicepção dentro do filo dos vertebrados. Mais estudos precisam ser realizados para 
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